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>: 16059/PCT 

1 Untersuchungsverf ahren fur biologische Zellen und zuqehorige 

Untersuchungseinrichtung 

5 

Die Erfindung betrifft ein Untersuchungsverf ahren fur vor~ 
zugsweise biologische Partikel, insbesondere zur Untersuchung 
biologischer Zellen in einem Zellsortierer, gemaft Anspruch 1 
sowie eine entsprechende Untersuchungseinrichtung gemalJ An- 
10 spruch 14 . 

Aus Muller, T. et al.: "A -3-D microelectrode system for hand- 
ling and caging single cells and particles", Biosensors and 
Bioelectronics 14 (1999) 247-256 ist ein Untersuchungsverf ah- 

15 ren fur biologische Zellen bekannt, bei dem die zu untersu- 
chenden Zellen in einem Tragerstrom eines mikrof luidischen 
Systems suspendiert sind und dielektrophoretisch manipuliert 
und sortiert werden. In dem Tragerstrom werden die zu unter- 
suchenden Zellen zunachst durch eine trichterf ormige di- 

20 elektrophoretische Elektrodenanordnung (engl. "Funnel") auf- 
gereiht und anschliefiend in einem dielektrophoretischen Kafig 
(engl. "Cage") f estgehalten, um die in dem Kafig befindlichen 
Zellen im ruhenden Zustand untersuchen zu konnen, wozu mikro- 
skopische, spektroskopische oder f luoreszenzoptische Messme- 

25 thoden angewendet werden konnen. In Abhangigkeit von der Un- 
tersuchung der in dem dielektrophoretischen Kafig gefangenen 
Zellen konnen diese anschliefiend sortiert werden, wozu der 
I Bediener eine Sortiereinrichtung ansteuert,. die aus einer in 

dem Tragerstrom stromabwSrts hinter dem dielektrophoretischen 

30 Kafig angeordneten dielektrophoretischen Elektrodenanordnung 
besteht . 

Nachteilig an dem vorstehend beschriebenen bekannten Untersu- 
chungsverf ahren ist, dass die zu untersuchenden Zellen in ei- 
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ner Probe oft sehr unterschiedlich sind. Bei sehr heterogenen 
Proben, aus denen z.B. gewisse Zielzellen durch ein Verfahren 
identif iziert und diese Zielzellen dann isoliert werden sol- 
len A machen die Zielzellen oftmals nur einen geringen Anteil 
5 an der gesamten Probe aus. Die anderen Zellen tragen nicht 

die gewiinschten Eigenschaften oder sind nicht mehr vital, al- 
so bereits tot- Zudem kommt es oft vor, dass die Zellen nicht 
vollstandig vereinzelt sind, sondern dass manche Zellen das 
System als Aggregat von zwei oder mehr Zellen passieren. Dies 
10 ist ein unerwunschtes Ergebnis, Die detaillierte Untersuchung 
einzelner Zellen oder Aggregate in einem Feldkafig ist aber 
ein zeitaufwandiger Prozess, so dass die Untersuchung der ge- 
samten Zellprobe im Feldkafig sehr lange dauern wiirde. 

15 Der Erfindung liegt deshalb die Aufgabe zugrunde, das vorste- 
hend beschriebene bekannte Untersuchungsverf ahren dahingehend 
zu verbessern, dass eine Untersuchung von nicht interessie- 
renden biologischen Zellen (z.B, toten Zellen) oder Zellklum- 
pen in dem dielektrophoretischen Kafig vermieden werden kann. 

20 

• Die Aufgabe wird, ausgehend von dem eingangs beschriebenen 
bekannten Untersuchungsverf ahren, durch die Merkmale des An- 
spruchs 1 bzw. - hinsichtlich einer entsprechenden Untersu- 
chungseinrichtung - durch die Merkmale des Anspruchs 14 ge- 
25 lost- 

Die Erfindung umfasst die allgemeine technische Lehre, vor 
der Untersuchung der in dem Tragerstrom suspendierten Parti- 
kel in dem dielektrophoretischen Kafig zunachst eine Vorun- 
30 tersuchung der sich mit dem Tragerstrom bewegenden Partikel 
durchzufuhren, urn die fur eine weitere Untersuchung interes- 
santen Partikel anschliefiend in dem dielektrophoretischen Ka- 
fig fangen und untersuchen zu konnen. 
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Die Voruntersuchung fcann beispielsweise die Intensitat einer 
Fluoreszenz, die Vitalitat einer Zelle und/oder die Frage 
betreffen, ob es sich urn eine einzelne Zelle oder ein Aggre- 
gat handelt. Weiterhin kann bei der Voruntersuchung ermittelt 
5 werden, ob es sich um Zellen oder Material handelt, das in 

Form und Grofie nicht Primarziel der naheren Untersuchung ist, 
z*B* Verunreinigungen oder andere Zellen, sofern sie sich von 
den Zielzellen unterscheiden. 

10 Bei dem erfindungsgemaUen Untersuchungsverf ahren erfolgt also 
zunachst eine Voruntersuchung der in dem Tragerstrom suspen- 
dierten Partikel und eine Selektion bestimmter Partikel in 
Abhangigkeit von dem Ergebnis der Voruntersuchung, w&hrend 
die eigentliche Hauptuntersuchung nur fur die zuvor selek- 

15 tierten Partikel durchgefiihrt wird, 'die hierzu abgebremst 

werden, um eine aussagef ahige Hauptuntersuchung zu ermogli- 
chen, die durch eine Bewegung der Partikel erschwert wurde . 

Es ist im Rahmen der Erfindung nicht zwingend erf orderlich, 
20 dass die in Abhangigkeit von der Voruntersuchung selektierten 
Partikel vor der Hauptuntersuchung vollstandig zum Stillstand 
gebracht werden, indem diese beispielsweise in einem di~ 
elektrophoretischen Kafig gefangen werden, Es ist im Rahmen 
der Erfindung vielmehr auch moglich, dass die in* Abhangigkeit 
25 von der Voruntersuchung selektierten Partikel in dem Trager- 
strom lediglich soweit abgebremst werden, dass eine aussage- 
kraftige Untersuchung der Partikel moglich ist. 

Weiterhin ist zu erwahnen, dass der im Rahmen der Erfindung 
30 verwendete Begriff eines Partikels allgemein zu verstehen ist 
■ und nicht auf einzelne biologische Zellen beschrankt ist, 
Vielmehr umfasst dieser Begriff auch synthetische oder biolo- 
gische Partikel, wobei sich besondere Vorteile ergeben, wenn 
die Partikel biologische Materialien, also beispielsweise 
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biologische Zellen, Zellgruppen, Zellbestandteile Oder biolo- 
gisch relevante Makromolekule, jeweils ggf . im Verbund mit . 
anderen biologischen Partikeln Oder synthetischen Tragerpar- 
tikeln umfassen. Synthetische Partikel konnen feste Partikel, 
5 flussige, vom Suspensionsmedium abgegrenzte Teilchen oder 

Mehrphasenpartikel umfassen, die gegeniiber dem Suspensionsme- 
dium in dem Tragerstrom eine getrennte Phase bilden. 

Vorzugsweise wird der in Abh&ngigkeit von der Voruntersuchung 
10 selektierte und anschlieBend im Rahmen . der Hauptuntersuchung 
naher untersuchte Partikel in Abhangigkeit von dem Ergebnis 
der Hauptuntersuchung sortiert und/oder behandelt. Beispiels- 
weise konnen bei der Hauptuntersuchung verschiedene Zelltypen 
unterschieden und anschliefiend entsprechend sortiert werden. 
15 Es ist jedoch auch moglich, die im Rahmen der Voruntersuchung 
selektierten Partikel in Abhangigkeit von dem Ergebnis der 
Hauptuntersuchung durch dielektrophoretische Elemente zu ma- 
nipulieren, wobei die in der eingangs erwahnten Veroffentli- 
chung von Muller, T * et al. beschriebenen dielektrophoreti- 
2 0 schen Elemente Verwendung finden konnen. 

Im Rahmen der Voruntersuchung kann beispielsweise eine Durch- 
lichtmessung, -eine Fluoreszenzmessung und/oder eine Impedanz- 
spektroskopie erfolgen. In dem bevorzugten Ausf uhrungsbei- 

25 spiel der Erfindung erfolgt jedoch zunachst eine Durchlicht- 
messung und anschlieJJend eine Fluoreszenzmessung, wobei die 
Durchlichtmessung und die Fluoreszenzmessung vorzugsweise in 
raumlich getrennten Untersuchungsf enstern (engl. "Region of 
Interest") erfolgen. Die Durchlichtmessung kann beispielswei- 

30 se die Unterscheidung zwischen lebenden und toten biologi- 
schen Zellen ermoglichen, wahrend die • Fluoreszenzmessung dazu 
verwendet werden kann, urn zu untersuchen, ob die in dem Tra- 
gerstrom suspendierten Partikel einen Fluor eszenzmarker tra- 
gen. 
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Falls .im Rahmen der Voruntersuchung sowohl eine Durchlicht- 
messung als auch eine Fluoreszfenzmessung in raumlich getrenn- 
ten .Untersuchungsf enstern erfolgt, so ist es vorteilhaft, 
wenn das Untersuchungsf enster fur die Durchlichtmessung im 
5 Tragerstrom stromaufwarts vor- dem Untersuchungsf enster fur 
die Fluor e s z en zme s sung liegt . Es ist jedoch alternativ auch 
moglich, dass das Untersuchungsf enster fur die Durchlichtmes- 
• • sung in dem Tragerstrom stromabwarts hinter dem Untersu- 
chungsf enster fiir die Fluoreszenzmessung angeordnet ist, 

10 

Vorzugsweise wird im Rahmen der Voruntersuchung der sich mit 
dem Tragerstrom bewegenden Partikel ein optisches Bild aufge- 
nommen, was eine digitale Bildauswertung zur Klassif izierung 
der Partikel ermoglicht. Vorzugsweise werden die Partikel 

15 hierbei morphologisch untersucht, um beispielsweise eine ein- 
zelne biologische Zelle von einem Zellklumpen unterscheiden 
zu konnen. Der im Rahmen der vorliegenden Beschreibung ver- 
wendete Begriff eines optischen Bildes ist jedoch allgemein 
zu verstehen und nicht auf zweidimensionale Bilder im her- 

20 kommlichen Wortsinne beschrankt. Vielmehr umfasst der Begriff 
eines optischen Bildes im Sinne der Erfindung auch eine 
punkt- oder linienf ormige optische Abtastung des Tragerstroms 
bzw. der in dem Tragerstrom suspendierten Partikel* Bei- 
spielsweise kann die Helligkeit entlang einer Linie quer zum 

25 Tragerstromkanal auf integriert werden, um einzelne Partikel 
zu detektieren und -zu klassif izieren. 

Die Unterscheidung lebender und toter Zellen im Rahmen der 
Voruntersuchung kann bei einer Durchlichtmessung durch eine 
30 Auswertung der Intensitatsverteilung in dem auf genommenen op- 
tischen Bild erfolgen* Ein spezielles Prinzip dieser Durch- 
lichtmessung mit den erwahnteh Eigenschaf ten ist beispiels- 
weise die Phasenkontrast-Beleuchtung . So weisen lebende bio- 
logische Zellen eine Ringstruktur mit einem in der Durch- 
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lichtmessung relativ hellen Rand und einem dunkleren Mittel- 
punkt auf , wohingegen tote biologische, Zellen bei einer 
Durchlichtmessung eine annahernd einheitliche Helligkeit auf- 
weisen und dunkel gegen den Hintergrund erscheinen. 

Bei der Hauptuntersuchung der Partikel konnen beispielsweise 
bestimmte Molekule innerhalb einer Zelle lokalisiert werden. 
Beispielsweise konnen im Rahmen der Hauptuntersuchung inner- 
halb einer Zelle Molekule lokalisiert werden, die mit einem 
Fluoreszenzfarbstof f markiert sind. Bei dem Fluoreszenzfarb- 
stoff kann es sich beispielsweise urn molekularbiologisch pro- 
duzierte "Tags 11 von "Green Fluorescent Protein" und dessen 
Derivate, andere autof luoreszente Proteine handeln* Als Fluo- 
reszenzfarbstof fe eignen sich jedoch auch solche Fluoreszenz- 
farbstoffe, die an ein zellulares Molekul kovalent oder 
nicht-kovalent binden* Dariiber hinaus konnen als Fluoreszenz- 
farbstoffe auch fluorigene Substanzen eingesetzt werden, die 
von zellularen Enzymen in f luoreszierende Produkte umgesetzt 
werden oder sogenannte <FRET-Paare< (Fluoreszenz Resonanz Ener- 
gietransfer) . Der Zustand der eingesetzten Fluoreszenzf arb- 
stoffe kann beispielsweise anhand ihrer spektralen Eigen- 
schaften oder durch Bioluminenz unterschieden werden. 

Anhand der Lokalisation von Molekulen innerhalb einer Zelle 
kann auch die Struktur und Funktion der Molekule ermittelt 
werden. Hierbei kann beispielsweise unterschieden werden nach 
dem Vorkommen in der Plasmamembran, im Zytosol, in den Mito- 
chondrien, im Golgi-Apparat , in Endosomen, in Lysosomen, im 
Zellkern, im Spindelapparat , im Zytoskelett, Kolokalisation 
mit Aktin, Tubulin, 

Ferner kann im Rahmen der Haupt- und/oder Voruntersuchung die 
Morphologie einer Zelle bestimmt werden, wobei auch Farbstof- 
fe eingesetzt werden konnen- 
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Daruber hinaus konnen im Rahmen der Haupt- und/oder Vorunter- 
suchung auch zwei oder mehr Zustande einer Zellpopulation un- 
terschieden werden. 

5 Weiterhin 1st es im Rahmen der Hauptuntersuchung mSglich, ein 
zellulares Signal anhand der Translocation eines fluoreszenz- 
markierten Molekuls zu bestimmen, z.B. Rezeptoraktivierung 
gefolgt von Rezeptor-Internalisierung, Rezeptoraktivierung 
gefolgt von der Bindung von Arrestin, Rezeptoraggregatiqn, 
10 Obergang eines Molekuls von der Plasmamembran ins Zytosol, 

vom Zytosol in die Plasmamembran, vom Zytosol in ' den Zellkern 
oder vom Zellkern ins Zytosol. 

Ferner kann im Rahmen der Haupt- und/oder Voruntersuchung 
15 auch die Wechselwirkung zweier Molekule bestimmt werden, wo- 
bei vorzugsweise mindestens eines der wechselwirkenden Mole- 
kule einen Fluoreszenzmarker tragt und die Wechselwirkung 
z.B. durch Kolokalisation zweier Fluoreszenzf arben, ein FRET 
oder eine Anderung der Fluoreszenz-Lebenszeit gezeigt wird. 

20 

Im Rahmen der Haupt- und/oder Voruntersuchung kann jedoch 
auch der Status einer Zelle innerhalb eines Zellzyklus' be- 
stimmt werden, wobei vorzugsweise die Morphologie der Zelle 
oder die Anf&rbung des zellularen Chromatins ausgewertet 
25 wird. 

Eine weitere Moglichkeit fur die Haupt- und/oder Voruntersu- 
chung besteht darin, das Membranpotential einer Zelle zu 
bestimmen, wobei vorzugsweise membranpotentialsensitive Farb- 
30 stoffe eingesetzt werden. Vorzugsweise werden hierbei Farb- 
' stoffe verwendet, die hinsichtlich des Plasmamembranpotenti- 
als und/oder des mitochondrialen Membranpotentials sensitiv 
sind. 
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Daruber hinaus kann im Rahmen der Haupt- und/oder Voruntersu- 
chung auch die Vitalitat einer Zelle ermittelt werden, wobei 
vorzugsweise die Morphologie der Zelle ausgewertet wird 
und/oder fluorigene Substanzen eingesetzt werden, die zwi- 
schen lebenden und toten Zellen unterscheiden k6nnen. 

Ferner konnen bei der Haupt- und/oder Voruntersuchung auch 
zytotoxische Effekte untersucht und/oder der intrazellulare 
pH-Werte bestimmt werden* 

Es ist auch moglich, im Rahmen der Haupt- und/oder Vorunter- ■■ 
suchung die Konzentration eines Oder mehrerer Ionen innerhalb 
einer Zelle zu bestimmen. 

Auch kann bei der Haupt- und/oder Voruntersuchung eine enzy- 
matische Aktivitat innerhalb einer Zelle ermittelt werden, 
wobei vorzugsweise fluorigene oder chromogene Substanzen, 
insbesondere Kinasen, Phosphatasen oder Proteasen, eingesetzt 
werden konnen. 

Ferner kann bei der Haupt- und/oder Voruntersuchung die Pro- 
duktionsleistung von Zellen bestimmt werden, die biologische 
Produkte erzeugen, wie beispielsweise Proteine, Peptide, An- 
tikorper, Kohlenhydrate oder Fette, wobei eine der beschrie- 
benen Methoden angewendet werden kann. 

SchlieJilich konnen im Rahmen der Hauptuntersuchung auch Zell- 
Stress-Pf ade, metabolische Pfade, Zellwachstums-Pf ade, Zell- 
teilungs-Pf ade und andere Signaltransduktions-Pf ade bestimmt 
werden. 

Daruber hinaus umfasst die Erfindung eine entspr'echende Un- 
tersuchungseinrichtung zur Ausfiihrung des vorstehend be- 
schriebenen Untersuchungsverf ahrens . 
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Die erf indungsgemalie Untersuchungseinrichtung weist vorzugs— 
weise eine Optik auf, urn ein Bild der Partikel auf zunehmen . 

Vorzugsweise ist die Optik der erfindungsgemafien 'Untersu- 
5 chungseinrichtung verstellbar, urn die Vergr615erung, den Fokus 
und/oder das Sehfeld einzustellen oder ein best inomtes opti- 
sches Filter auszuwahlen, wobei die Einstellung der Optik 
durch ein Stellglied (z.B. einen Elektromotor) erfolgen kann. 

Es wurde bereits vorstehend ausgefuhrt, dass die Abbremsung 
der Partikel vorzugsweise durch einen dielektrophoretischen 
Kafig erfolgt/ der an sich bekannt ist. In einem Ausfuhrungs- 
beispiel der Erfindung dient der dielektrophoretische Kafig 
jedoch nicht nur zum Abbrerasen der suspendierten Partikel fur 
eine Detailuntersuchung, sondern erfullt auch die Funktibn 
eines Schalters (engl* "Switch") oder einer Weiche, indem die 
suspendierten Partikel in Abhangigkeit von der Detailuntersu- 
chung durch. den Kafig einer von mehreren Ausgangsleitungen 
zugefuhrt werden. Hierzu sind die einzelnen .Elektroden des 
dielektrophoretischen Kafigs vorzugsweise unabhangig vonein- 
ander ansteuerbar. Dariiber hinaus ist der dielektrophoreti- 
sche Kafig hierzu vorzugsweise an der Verzweigungsstelle der 
Ausgangsleitungen angeordnet ♦ 

25 Dariiber hinaus kann in. einer oder mehreren der Ausgangslei- 
tungen eine trichterf ormige -Elektrodenanordnung (engl. "Fun- 
nel") angeordnet sein, urn ein Absinken der suspendierten Par- 
tikel in den Ausgangsleitungen zu verhindern. Dies ist vor- 
teilhaft, da der Tragerstrom in den Ausgangsleitungen ein Ge- 

30 schwindigkeitsprof il auf weist, das wandungsnah nur eine ge- 
ringe Stromungsgeschwindigkeit zeigt, so dass ein Absinken 
der Partikel in den Ausgangsleitungen zu wandnahen Ablagerun- 
gen fiihren konnte. 
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Daruber hinaus besteht die Moglichkeit, dass die suspendier- 
ten Parti'kel uber zwei getrennte Tragerstromleitungen zuge- 
fiihrt werden, die in eine gemeinsame Tragerstromleitung mun- 
den. Im Bereich der Mundungsstelle der beiden Tragerstromlei- 
5 tungen kann hierbei in der gemeinsamen Tragerstromleitung ei- 
ne Trennwand angeordnet sein, welche auch noch in der gemein- 
samen Tragerstromleitung zwei getrennte Teilstrome voneinan- 
der trennt, wobei die beiden Teilstrome einer Untersuchung 
unterzogen werden kann. In Abhangigkeit von dem Ergebnis die- 

10 ser Untersuchung k6nnen die in den beiden Teilstromen suspen- 
dierten Partikel dann zusammengef tihrt werden. Die zusammenge- 
fuhrten Partikel konnen dann in der vorstehend beschriebenen 
Weise in einem dielektrophoretischen Kafig fixiert und einer 
Detailuntersuchung unterzogen werden. Schlieftlich konnen die 

15 von dem dielektrophoretischen Kafig f reigegebenen Zellen dann 
in Abhangigkeit von dem Ergebnis der Detailuntersuchung einer 
von mehreren Ausgangsleitungen zugefuhrt werden. 

Besonders vorteilhaft an der Erfindung ist die Tatsache, dass 
20 Zellen unter keimarmen, aseptischen Bedingungen untersucht 
und entsprechend isoliert werden konnen. 

Andere vorteilhafte Weiterbildungen • der Erfindung sind in den 
Unteranspruchen gekennzeichnet oder werden nachstehend zusam- 
25 men mit der Beschreibung der bevorzugten Ausf uhrungsbeispiele 



der Erfindung anhand der Figuren naher erlautert. Es zeigen: 



Figur 1 



ein Fluidikdiagramm eines erf indungsgemaften 
Zellsortierers mit einem Sortierchip, 



30 



Figur 2 



den Tragerstromkanal des Sortierchips mit meh- 
reren dielektrophoretischen Elementen, 
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Figur 3 eine schematische Darstellung der Untersu- 

chungsoptik des Zellsortierers aus Figur 1, 

Figur 4 ein Schaubild zur Verdeutlichung der Unter- 

5 scheidung von toten und lebenden biologischen 

Zellen, 

Figur 5a-5e ein Beispiel des erf indurigsgemafien Untersu- 

chungsverf ahrens in Form eines Flussdiagramms 
10 sowie 

Figuren 6-9 alternative Ausf uhrungsf ormen des Tragerstrom- 

kanals des Sortierchips mit mehreren di- 
'elektrophoretischen Elementen . 

o 

Die schematische Darstellung in Figur 1 zeigt einen erfin- 
dungsgemaften Zellsortierer, der mittels eines mikrofluidi- 
schen Sortierchips 1 biologische Zellen dielektrophoretisch 
sortiert. 

Die Techniken der dielektrophoretischen Beeinf lussung von 
biologischen Zellen sind beispielsweise in Muller, T • et al. : 
"A 3-D microelectrode system for handling and caging single 
cells and particles"/ Biosensors & Bioelectronics 14 (1999) 
247-256 beschrieben,. so dass im Folgenden auf eine detail- 
lierte Beschreibung der dielektrophoretischen Prozesse in dem 
Sortierchip 1 verzichtet wird und diesbezuglich auf die vor- 
stehende Verof f entlichung verwiesen wird, 

30 Der Sortierchip 1 weist zur fluidischen Kontaktierung mehrere 
Anschlusse 2-6 auf, wobei die fluidische Kontaktierung der 
Anschlusse 2-6 in DE 102 13 272 beschrieben ist, deren Inhalt 
der vorliegenden Beschreibung zuzurechnen ist. 
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Der Anschluss 2 des Sortierchips 1 dient zur Aufnahme eines 
Tragerstroms mit den zu sortierenden biologischen Zellen, 
wahrend der Anschluss 3 des Sortierchips 1 zur Abftihrung der 
ausselektierten biologischen Zellen dient, die auf dem Sor- 
5 tierchip 1 nicht weiter untersucht werden. Die ausselektier- 
ten biologischen Zellen konnen von einer Saugspritze 7 aufge- 
fangen werden, die an den Anschluss 3 des Sortierchips 1 an- 
geschlossen werden kann. Der Ausgang 5 des Sortierchips 1 
dient dagegen zur Abftihrung der interessierenden biologischen 
10 Zellen, die anschlieflend weiter verarbeitet oder untersucht 
werden konnen. 

Ferner dienen die Anschlusse 4 und 6 des Sortierchips 1 zur 
Zufuhrung eines sogenannten Hullstroms, der die Aufgabe hat, 

15 die selektierten biologischen Zellen zu dem Anschluss 5 des 

Sortierchips 1 zu fuhren, Hinsichtlich der Funktionsweise des 
Hullstroms wird auf die deutsche Patentanmeldung DE 100 05 
73-5 verwiesen, so dass im Folgenden auf eine detaillierte Be- 
schreibung der Funktionsweise des Hullstroms verzichtet wer- 

2 0 den kann* 

Die Anschlusse 4 und 6 des Sortierchips sind uber zwei Hull- 
stromleitungen 8, 9, ein Y-Stuck 10 und ein Vier-Wege-Ventil 
11 mit einem Druckbehalter 12 verbunden, in dem sich ein Kul- 
25 tivierungsmedium fur den Hullstrom befindet. 

Der Druckbehalter 12 wird uber eine Druckluf tleitung 13 unter 
Oberdruck gesetzt, so dass die in dem Druckbehalter 12 be- 
findliche Pufferlosung (z.B. ein Kultivierungsmedium) bei ei- 
30 ner entsprechenden Stellung des Vier-Wege-Ventils 11 iiber das 
Y-Stuck 10 und die Hullstromleitungen 8, 9 zu den Anschlus- 
sen 4, 6 des Sortierchips 1 stromt* 
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Der Hullstrom kann jedoch alternativ auch uber andere Prinzi- 
pien als durch den Druckbehalter 12 mit ; der Puf ferlosung rea- 
lisiert werden, wie beispielsweise mit einer Spritzenpumpe 
oder einer peristaltischen Pumpe. 

5 

Der Anschluss 2 des Sortierchips 1 1st dagegen uber eine Tra- 
gerstromleitung 14 mit einem Partikelinj ektor 15 verbunden. 

Stromaufwarts ist der Partikelinj ektor 15 uber ein T-Stuck 16 
10 mit einer Tr&gerstromspritze 17 verbunden, die maschinell an- 
getrieben wird und einen vorgegebenen Flussigkeitsstrom eines 
Tragerstroms inj iziert ♦ 

Daruber hinaus ist das T-Stuck 16 stromauf warts uber ein wei- 
15 teres Vier-Wege-Ventil 18 und eine Hiillstromleitung 19 mit 

einem Drei-Wege-Vent il 20 verbunden. Das Drei-Wege-Ventil 20 
ermoglicht eine Spulung der Hullstromleitungen 8, 9 sowie der 
Tragerstromleitung 14 vor dem eigentlichen Betrieb. 

20 Hierzu ist das Drei-Wege-Ventil 20 stromauf warts liber eine 
Peristaltikpumpe 21 mit drei Drei-Wege-Ventilen 22.. 1-22.3 
verbunden, an die jeweils ein Spritzenreservoir- 23 . 1-23 . 3 an- 
geschlossen ist. Die Sprit zenreservoire 23 . 1-23 . 3 -dienen 
hierbei zur Zufiihrung eines Ftillstroms zum Spulen des gesam- 

25 ten Fluidiksystems vor dem eigentlichen Betrieb, wobei das 

Spritzenreservoir 23.1 z.B. 70% Ethanol enthalt, wahrend das 
Spritzenreservoir 23.2 als Fiillstromsubstanz vorzugsweise 
Aqua destillata enthalt. Das Spritzenreservoir 23.3 enthalt 
z.B. eine Puf ferlosung als Fiillstromsubstanz . 

30 

Ferner weist der Zellsortierer einen Auf f angbehalter 27 fur 
liberschussigen Hullstrom sowie einen Auf f angbehalter 28 ftir 
uberschtissigen Fiillstrom auf. 
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Im Folgenden wird zunachst der Spulvorgang beschrieben, der 
vor dem eigentlichen Betrieb des Zellsortierers durchgef tthrt 
wird, um die Hullstromleitung 8, 9, die Tragerstromleitung 14 
und das restliche Fluidiksystem des Zellsortierers von Luft- 
5 blasen und Verunreinigungen zu befreien. 

Hierzu wird zunachst das Drei~Wege~Ventil 22,1 ge5ffnet und 
Ethanol von dem Spritzenreservoir 23.1 als Fullstrom einge- 
spritzt, wobei das Ethanol von der Peristaltikpumpe .21 zu- 
10 nachst zu dem Drei-Wege-Ventil 2 0 gefSrdert wird. Das Ethanol 
dient sowohl zur Reduzierung der Keimzahl im System (fur das 
Einrichten eines aseptischen Analyse- und Selektionsprozes- 
ses), als auch zur vollstandigen Verdrangung der Luft aus dem 
fluidischen System, 

15 

Wahrend des Spulvorgangs ist das Drei-Wege-Ventil 2 0 so ein- 
gestellt, dass ein Teil des von der Peristaltikpumpe 21 ge- 
forderten Fiillstroms uber die Fiillstromleitung 19 weiter ge- 
leitet wird, wahrend der restliche Teil des von der Peristal- 

20 tikpumpe 21 geforderten Fullstroms zu dem Vier-Wege-Ventil 11 
gelangt. Die beiden Vier-Wege-Ventile 11, 18 sind wiederum so 
eingestellt, dass der Fullstrom durch. die Htillstromleitun- 
gen 8, 9 und die Tragerstromleitung 14 durch'geleitet wird. 
Weiterhin fliesst Kultivierungsmedium aus dem Druckbehalter 

25 12 in den Auf f angbehalter 27, um die Leitungen kurz zu flu- 
ten. 

Nach der vorstehend beschriebenen Spulung des Zellsortierers . 
mit Ethanol erfolgt in der gleichen Weise eine Spulung mit 
30 Aqua destillata bzw. Puf f erlosung, wobei jeweils die Drei- 
Wege-Ventile 22.2 bzw. 22.3 geoffnet werden. 
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Bei dem vorstehend beschriebenen Spulvorgang kann iiberschiis- 
siger Fullstrom von dem Vier-Wege-Ventil 18 in den Auffangbe 
halter 28 abgeleitet werden. 

5 Nach dem Spulvorgang werden die Drei-Wege-Ventile 22.1-22.3 
geschlossen und die Peristaltikpumpe 21 abgeschaltet . . 

Zur Einleitung des Sortierbetriebs wird das Vier-Wege- 
Ventil 11 so eingestellt, dass der Druckbehalter 12 mit dem 
10 Y-StGck 10 verbunden wird, so dass das in dem Druckbehal- 
ter 12 befindliche Kultivierungsmedium aufgrund des in dem 
• Druckbehalter 12 herrschenden Oberdrucks in die Hullstromlei 
tungen 8, 9 gedruckt wird. 

15 Weiterhin wird wahrend des Sortierbetriebs das Vier-Wege- 

Ventil 18 so eingestellt, dass keine Stromungsverbindung zwi 
schen dem T~Stuck 16 und dem Vier-Wege-Ventil 18 besteht. 

Der von der Tragerstromspritze 17 eingesprit zte Tragerstrom. 

20 flieBt dann uber , das T-Sttick 16 in den Partikelinj ektor 15, 
wobei durch eine weitere Inj ektionsspritze 2 9 biologische 
Zellen in den Tragerstrom eingespritzt werden. AnschlieBend 
flieBt der Tragerstrom mit den injizierten biologischen Zel- 
len von dem Partikelinj ektor 15 iiber die Tragerstromlei- 

25 tung 14 zu dem Anschluss 2 des Sortierchips . 

Weiterhin ist zu erwahnen, dass an dem Partikelinj ektor 15 
ein Temperatursensor 30 angebracht ist, um die Temperatur T 
des Partikelinj ektors 15 zu messen. 

30 

Daruber hinaus befindet sich sowohl an dem Partikelinj ek- 
tor 15 als auch an der Aufnahme fur den Sortierchip 1 ein 
Temperierelement 31 in Form eines Peltier-Elements, um den 
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Partikelinjektor 15 und den Sortierchip 1 beheizen oder ab- 
kiihlen zu konnen. 

Die Heiz- bzw. Kuhlenergie Q wird hierbei von einem Tempera- 
5 turregler 32 vorgegeben, der eingangsseitig mit dem Tempera- 
tursensor 30 verbunden 1st und die Temperatur T des Partikel- 
injektors 15 auf einen vorgegebenen Sollwert einregelt. 

Im Folgenden wird nun unter Bezugnahme auf Figur 2 ein Tra- 
10 gerstromkanal 33 beschrieben, der in dem Sortierchip 1 des 
Zellsortierers angeordnet ist und in zwei Ausgangsleitungen 
34, 35 verzweigt, wobei die Ausgangsleitung 34 mit dem An- 
schluss 5 des Sortierchips 1 verbunden ist und zur Weiterlei- 
tung der positiv selektierten -Partikel dient, wahrend die 
15 Ausgangsleitung 35 mit dem Anschluss 3 des Sortierchips 1 

verbunden ist und zum Abftihren der ausselektierten Partikel 
dient . 

In dem Tragerstromkanal 33 ist stromabwarts hinter dem An- 
20 schluss 2 des .Sortierchips 1 eine trichterf ormige die- 

lektrophoretische Elektrodenanordnung 36 angeordnet, welche 
die Aufgabe hat, die in .dem Tragerstrom suspendierten Parti- 
kel in dem Tragerstromkanal 33 hintereinander aufzureihen. 
Der genaue technische Aufbau und die Funktionsweise der 
25 Elektrodenanordnung 3 6 ist in der eingangs erwahnten Ve'rof- 
fentlichung von Muller, T. et al. beschrieben, deren Inhalt 
der vorliegenden Beschreibung zuzurechnen ist, so dass im 
Folgenden auf eine detaillierte Beschreibung der Elektroden- 
anordnung 3 6 verzichtet werden kann. 

30 

Stromabwarts hinter der Elektrodenanordnung 36 ist in dem 
Tragerstromkanal 33 ein dielektrophoretischer Kafig 37 ange- 
ordnet, der es ermoglicht, die in dem Tragerstrom 33 suspen- 
dierten Partikel zu fangen und fur eine eingehende Untersu- 
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chung in einem Untersuchungsf enster UF zu fixieren. Hinsicht- 
lich des Aufbaus und der Funktion des dielektrophoretischen 
Kafigs 37 wird ebenfalls auf die eingangs zitierte Veroffent- 
lichung von Miiller, T. et al . verwiesen, so dass diesbezug- 
lich auf eine detaillierte Beschreibung i verzichtet werden 
kann . 

In einem Verzweigungsbereich des Tragerstromkanals 33 strom- 
abwarts hinter dem dielektrophoretischen Kafig 37 befindet 
sich eine Sortiereinrichtung, die aus einer dielektrophoreti- 
schen Elektrodenanordnung 38 besteht, wobei hinsichtlich des 
Aufbaus und der Funktionsweise der Elektrodenanordnung 38 e- 
benfalls auf die eingangs zitierte Verof f entlichung von Mul- 
ler, T • et al* verwiesen wird. Die Elektrodenanordnung 38 . 
sortiert die in dem Tragerstrom suspendierten Partikel entwe- 
der in die Ausgangsleitung 34 oder in die Ausgangsleitung 35, 
wobei die Selektion in Abhangigkeit von einer an den in dem 
Kafig 37 fixierten Partikeln durchgef uhrten Hauptuntersuchung 
erfolgt, wie noch detailliert beschrieben wird. 

Ferner ist im Verzweigungsbereich der Tragerstromleitung 33 
eine Stromungsleiteinrichtung angeordnet, die ebenfalls aus 
einer dielektrophoretischen Elektrodenanordnung 3 9 besteht 
und die Aufgabe hat, eine Ruckstromung von Partikeln aus der 
Ausgangsleitung 35 in die Ausgangsleitung 34 zu verhindern. 
Hierzu ist die Elektrodenanordnung 39 v-formig ausgebildet 
und weist zwei Schenkel auf, wobei der eine Schenkel der 
Elektrodenanordnung 39 in die Ausgangsleitung 34 hinein ragt, 
wahrend der andere Schenkel der Elektrodenanordnung 3 9 in die 
Ausgangsleitung 35 hineinragt . 

Im Folgenden wird nun anhand der Figuren 2 und 3 beschrieben, 
wie die in dem Tragerstrom suspendierten Partikel in dem Sor- 
tierchip 1 untersucht werden. 
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Im Rahmen einer Voruntersuchung der Partikel erfolgt zunachst 
eine Durchlichtmessung in einem Untersuchungsf enster R0I1 
(region of interest 1) sowie eine Fluoreszenzmessung in einem 
weiteren Untersuchungsf enster R0I2 (region of interest 2) wo- 
bei das Untersuchungsf enster R0I1 in dem Tragerstromkanal 33 
stromauf warts vor dem Untersuchungsf enster R0I2 fur die Fluo- 
reszenzmessung angeordnet ist. 

Sowohl die Durchlichtmessung als auch die Fluoreszenzmessung 
erfolgt hierbei durch die in Figur'3 schematisch dargestellte 
Detektionseinheit D, die zur Bilderf assung eine CCD-Kamera 40 
aufweist, die unterhalb des Sortierchips 1 angeordnet und auf 
einen Umlenkspiegel 41 ausgerichtet ist. 

Oberhalb des Sortierchips 1 ist als Lichtquelle fur die 
Durchlichtmessung eine Leuchtdiode 42 angeordnet , wobei sich 
zwischen der Leuchtdiode 42 und dem Sortierchip 1 ein Konden- 
sor 43 befindet, der beispielsweise eine Phasenkontrastblende 
aufweisen kann. 

Unterhalb des Sortierchips 1 ist im Strahlengang des Konden- 
sors 43 ein Objektiv 44 angeordnet. 

Bei der Durchlichtmessung nimmt die CCD-Kamera 4 0 also tiber 
den Umlenkspiegel 41 und das Objektiv 4 4 ein Bild des Unter- 
suchungsf ensters ROI1 auf. 

Weiterhin weist die Detektionseinheit D mehrere elektromoto- 
rische Stellglieder 45.1-45.3 auf, die eine Verstellung des 
Objektivs 44, des Filterblocks 47 bzw. des Umlenkspiegels 41 
ermoglichen. Die Verstellung des Objektivs 44 erm6glicht 
hierbei eine Anderung der Vergrofierung und des Fokus . Der 
Filterblock 47 kann dagegen verstellt werden, urn unterschied- 
liche Filter auszuwahlen. Die Verstellung des Umlenkspie- 
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gels 41 hat dagegen den Zweck, das Sehfeld entlang dem Tra- 
gerstromkanal .33 zu verschieben, urn etwaige Ablagerungen in 
dem Tragerstromkanal 33 erkennen zu konnen. 

5 Zur Fluoreszenzanregung bei der Fluoreszenzmessung weist die 
Detektionseinheit D eine Lichtquelle 4 6 (z.B. ein Laser) auf, 
die uber einen Filterblock 47 eine Fluoreszenzanregung der in 
der Tragerstromleitung 33 suspendierten biologischen Zellen 
ermoglicht, wobei die CCD-Kamera 4 0 ein entsprechendes Fluo- 
10 reszenzbild aufnimmt, 

Im Folgenden werden anhand von Figur 4 die unterschiedlichen 
Erscheinungsf ormen biologischer Zellen in dem Durchleuch- 
tungsbild beschrieben So zeigt die Darstellung in Figur 4 im 

15 oberen Bereich eine . lebende Zelle 48 sowie eine tote Zelle 49 
und im unteren Bereich die zugehorigen Intensitatsverlauf e 
.50, 51 in dem Durchleuchtungsbild. Daraus ist erkennbar, dass 
die lebende Zelle 4 8 einen relativ dunklen Kern auf weist , wo- 
hingegen die tote Zelle 4 9 im Inneren gleichm&iiig ausgeleuch- 

2 0 tet ist, was eine Unterscheidung der lebenden Zelle 4 8 von 

der toten Zelle 49 ermoglicht, wie noch detailliert beschrie- 
ben wird. 

Im Folgenden wird nun anhand des in den Figuren 5a bis 5e 
2 5 dargestellten Fluftdiagramms das erf indungsgemafie Untersu- 
chungsverf ahren beschrieben* 

Zu Beginn des Verf ahrens werden zunachst • die Tragerstromlei- 
tung 14 und die Hullstromleitungen 8, 9 mit einer 7 0%-igen 
30 Ethanollosung, anschlieJbend mit Aqua destillata und schlieli- 
lich mit einer Pufferlosung gespiilt, urn das Fluidiksystem des 
Zellsortierers zu reinigen und insbesondere von Luftblasen 
und Verschmutzungen zu befreien* 
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AnschlieBend wird dann aus der Tragerstroms'prit ze 17 der Tra- 
gerstrom in die Tragerstrornleitung 14 eingespritzt , wobei 
nach der Zufuhr des Hullstroms wie nachfolgend beschrieben 
die zu untersuchenden biologischen Zellen von der Injektions- 
5 spritze 29 an dem Partikelinjektor 15 in den Tragerstrom ein- 
gespritzt werden. 

Weiterhin wird das in dem Druckbehalter 12 befindliche Kulti- 
vierungsmedium fur den Hullstxom durch die iiber die Druck- 
10 luftleitung 13 zugefuhrte Druckluft aus dem Druckbehalter 12 
heraus in die Hullstromleitungen 8, 9 gedruckt, die in die 
Anschlusse 4 bzw. 6 des Sortierchips 1 nuinden und die Weiter- 
leitung der in dem Sortierchip 1 selektierten Partikel uber 
den Anschluss 5 des Sortierchips 1 untersttitzen . 

15 

In dem Tragerstromkanal 33 des Sortierchips 1 werden die sus- 
pendierten Partikel zunachst durch die Elektrodenanordnung 3 6 
in Stromungsrichtung hintereinander aufgereiht, wie schema- 
tisch durch einen gestrichelten Pfeil angedeutet ist. 

20 

Anschlieliend werden in dem Untersuchungsf enster ROI1 zeitlich 
hintereinander mehrere Phasenkontrastbilder Bi, ♦ . . , B n aufge- 
nommen, urn die Bewegungsgeschwindigkeit der suspendierten 
Partikel zu ermitteln und lebende von toten Zellen zu unter- 
25 scheiden, wie nachfolgend detailliert beschrieben wird. 

Zur Bestimmung der Bewegungsgeschwindigkeit der suspendierten 
Partikel wird fur jedes der Phasenkontrastbilder Bi / ... / B n 
jeweils ein Intensitatssignal Ii,...,I n ermittelt, indem die 
30 Bildintensitat- in den Phasenkontrastbildern B x ,...,B n spal- 
tenweise d*h. rechtwinklig zur Stromungsrichtung^ aufinteg- 
riert wird. Die einzelnen Intensitatssignale Ii,.*.,I n weisen 
also jeweils an der Stelle einer biologischen Zelle eine Sig~ 
nalspitze auf, wobei sich eine Signalspitze zwischen den In- 
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tensitatssignalen Ii, ...,I n entsprechend der Bewegungsge- 
schwindigkeit der Zellen und dem zeitlichen Abstand zwischen 
den Intensitatssignalen Ii, . . . , I n verschiebt. 

5 Anschliefiend wird fur zeitlich aufeinander folgende Intensi- 
tatssignale- Ii, Ii+i jeweils eine Kreuzkorrelationsf unktion (pi 
berechnet. Die Berechnung der Kreuzkorrelationsf unktion (pi 
dient zur Bestimmung der Bewegungsgeschwindigkeit .der Zellen 
in dem Tragerstromkanal 33 des Sortierchips 1, damit der die- 
10 lektrophoretische Kafig 37 im richtigen Zeitpunkt angesteuert 
werden kann, urn eine bestimmte Zelle zu fangen. 

Anschlieftend werden fur die einzelnen Kreuzkorrelationsf unk- 
tionen (pi(x) in Abhangigkeit von der Verschiebung x in Langs- 
15 richtung des Tragerstromkanals 33 die Maxima berechnet. 

Die Bewegungsgeschwindigkeit v der Zellen in dem Tragerstrom- 
" ' kanal 33 ergibt sich daraus als Quotient aus dem Mittelwert 
der Maxima der Kreuzkorrelationsf unktionen und dem zeitlichen 
20 Abstand zwischen den aufeinander folgenden Phasenkontrastbil- 
dern Bi, . . . , B n . 

Die Bewegungsgeschwindigkeit v der Zellen kann im Rahmen ei- 
ner Riickkopplung zur Pumpensteuerung verwendet werden, d.h. 

25 zur Kontrolle, ob berechnete und tatsachliche Pumprate uber- 
einstimmen und wie ggf. nachgeregelt werden muss. Insbesonde- 
re kann anhand der Bewegungsgeschwindigkeit v erkannt werden, 
ob es Storungen im System gibt, aufgrund derer die Zellen zu 
langsam fliessen (Verstopf ung) , stehenbleiben oder sogar 

30 ruckwarts fliessen* Alle diese Storungen konnen so erkannt 
und behoben werden, z.B. durch Spulen des Systems. 



Die vorstehend beschriebene Bestimmung der Bewegungsgeschwin- 
digkeit* v der Zellen kann jedoch alternativ auch auUerhalb 
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der Unt er suchungs f ens t er R0I1, R0I2 erfolgen. Grundsat zlich 
ist eine Verfolgung der Zellbewegung (ehgl*: "Cell Tracking") 
innerhalb des gesamten Tragerstromkanals 33 oder beliebiger 
Bereiche des Tragerstromkanals 33 moglich. 

5 

Daruber hinaus liefert die Signalform der Intensitatssignale 
Ii, ...,I n Informationen liber die Grofte.der Partikel und eine 
etwaige Aggregatbildung. Insgesamt ist .die Auswertung der In- 
tensitatssignale wichtig fur die Steuerung und Automatisie- 
' 10 ' rung der gesamten Anlage, namlich der Pumpen, der die- 

lektrophoretischen Elektrodenelemente (z.B. wann erfolgt "Ca- 
ging" und wann "Switching") , der detaillierten Bildaufnahme 
in dem Kafig 37 und der Probenablage ♦ 

15 In einem weiteren Schritt wird dann der Fangzeitpunkt t F be- 
rechnet, zu dem der Kafig 37 angesteuert werden muss, um den 
untersuchten Partikel fur die anschliefiende Hauptuntersuchung 
in dem Untersuchungsf enster UF zu fangen. Der Fangzeitpunkt 
t F ergibt sich hierbei einfach aus der Bewegungsgeschwindig- 

20 keit v des Partikels und dem Abstand zu ^ dem 'Kafig 37. 

Ferner wird in einem weiteren Schritt der Partikelabstand d P . 
zwischen benachbarten Partikeln ermitteln. Dies ist wichtig 
fur die Unterscheidung zwischen einer einzelnen Zelle und ei- 
25 nem Zellaggregat , wie noch detailliert beschrieben wird. 

Im Folgenden wird nun der in Figur 5c beschriebene Verfah- 
rensabschnitt erlautert, in dem eine Unterscheidung von toten 
und lebenden Zellen erfolgt. Hierzu werden jeweils Zellrand- 
30 punkte xi, x r ermittelt, bei denen die Intensitat in dem Pha- 
senkontrastbild einen vorgegebenen Grenzwert I T h uberschrei- 
tet. 
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Anschlieflend wird liberpruft, ob sich zwischen den Zellrand- 
punkten xi, x r ein Intensitatsminimum befindet. Falls dies 
der Fall ist und eine Mindestintensitat vorhanden ist, so 
handelt es sich bei der Zelle urn eine lebende Zelle, wie aus 
5 Figur 4 ersichtlich ist. Andernfalls wird die Zelle dagegen 
als tot klassif iziert, urn nachfolgend eine entsprechende Se- 
lektion vorzunehmen, wie noch detailliert beschrieben wird, 

Nach der vorstehend beschriebenen Unterscheidung von toten 
10 und lebenden Zellen wird in dem Verf ahrensabschnitt in Figur 
5d die Leuchtdichte L der ■ einzelnen Zellen ermittelt, indem 
die Intensitat I einer Zelle zwischen den Zellrandgruppen xi 
und x r auf integriert wird. 

15 Anschliefiend wird die so ermittelte Leuchtdichte L der Zelle 
mit einem Minimalwert L min und einem Maximalwert L max vergli- 
chen. 

Falls sich die ermittelte Leuchtdichte der Zelle innerhalb 
20 dieses Fensters befindet, so wird die Durchlichtbeleuchtung 
ausgeschaltet und die Fluoreszenzanregung durch die Licht- 
quelle 4 6 eingeschaltet . Anschliefiend wird dann ein Fluores- 
zenzbild in dem Untersuchungsf enster ROI2 auf genommen und die 
Fluoreszenz I F der Zelle gemessen. 

25 

Es ist jedoch auch moglich, dass die Fluoreszenzanregung dau- 
erhaft angeschaltet ist, wobei lediglich die Durchlichtbe- 
leuchtung ausgeschaltet wird, wenn sich die ermittelte 
Leuchtdichte der Zelle innerhalb der vorstehend erw&hnten 
30 Fensters befindet. 

Falls die gemessene Fluoreszenz If der Zelle einen vorgegebe- 
nen Grenzwert I min uberschreitet , so deutet dies darauf hin, 
dass die betreffende Zelle einen Fluoreszenzmarker tragt. 
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Falls die gemessene Fluoreszenz I F dagegen den vorgegebenen 
Grenzwert I m i n unterschreitet, so kann da von ausgegangen wer- 
den, dass die betref f ende Zelle keinen Fluoreszenzmarker 
tragt . 

5 

In dem in Figur 5e dargestellten Verf ahrensabschnitt warden 
dann bestimmte Zellen selektiert, wobei die Unterscheidung 
zwischen lebenden und toten Zellen sowie die Oberprufung auf 
einen Fluoreszenzmarker berucksichtigt wird, Beispielsweise 
10 konnen solche Zellen selektiert- werden, die lebend sind und 

einen Fluoreszenzmarker tragen, wohingegen andere Zellen aus- 
selektiert werden. 

In einem weiteren Schritt erfolgt dann eine Unterscheidung 
15 von einzelnen Zellen einerseits und Zellaggregaten anderer- 
seits, indem der zuvor ermittelte Partikelabstand d P mit ei- 
nem vorgegebenen Minimalwert d M i N verglichen wird. Beim Unter- 
schreiten des Minimalwert s d M i N wird davon ausgegangen, dass 
der Partikel ein Zellaggregat 1st, so dass das Verfahren be- 
20 endet wird. Falls der Partikelabstand d P den vorgegebenen Mi- 
nimalwert d M iN dagegen uberschreitet , so wird davon ausgegan- 
gen, dass der Partikel eine einzelne Zelle ist und das Ver- 
fahren wird mit den nachfolgend beschriebenen Schritten fort- 
gefuhrt. 

25 

Die auf diese Weise selektierten Zellen werden dann zu dem 
vorbestimmten Fangzeitpunkt t F in dem dielektrophqretischen 
Kafig 37 gefangen und dadurch fixiert, so dass anschliefiend 
eine Hauptuntersuchung der gef angenen Zelle mit einer hoheren 
30 Auflosung und einer groBeren Belichtungszeit moglich ist. 



Die selektierten Zellen, d.h. in der Regel die lebenden und 
mit einem Fluoreszenzmarker versehenen Zellen, werden dann 
von der Elektrodenanordnung 38 in die Ausgangsleitung 34 wei- 
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tergelassen, wohingegen die ausselektierten Zellen (z.B. tote 
Zellen) in die Ausgangsleitung 35 befordert werden. 

Bei der Hauptuntersuchung in dem Untersuchungsf enster UF kann 
es sich urn Bilder mit Fluoreszenzanregung handeln, wobei eine 
Oder mehrere Anregungswellenlangen gleichzeitig oder zeitlich 
versetzt zum Einsatz kommen. Hierz.u werden in dem Filterblock 
47 geeignete dichroitische Spiegel verwendet. Dabei wird das 
Fluoreszenzlicht von einer oder mehreren Wellenlangen gleich- 
zeitig auf eine oder mehrere Kameras geleitet. Hierzu werden 
geeignete Emissions-Filtereinsatze in dem Filterblock 47 oder 
auch geeignete Emissions-Splitter verwendet, So ist es mog- 
lich, gleichzeitig oder hintereinander weg Bilder bei mehre- 
ren Fluoreszenzf arben von der selektieren Zelle zu erzeugen. 
Weiterhin ist es moglich, ein Bild der selektierten Zelle bei 
einer Weisslicht-Phasenkontrastbeleuchtung zu erzeugen. Dies 
ist erf orderlich, urn f est zustellen, ob an einer fluoreszenz- 
markierten Zelle noch eine oder mehrere nicht f luoreszenzmar- 
kierte Zellen anhaften, was zu einer - in der Regel uner- 
wunschten - Verunreinigung dieser einen f luoreszenzmarkierten 
Zelle fuhrt. 

Das in Figur 6 dargestellte Ausf iihrungsbeispiel stimmt weit- 
gehend mit dem in Figur 2 dargestellten Ausf iihrungsbeispiel 
iiberein, so dass zur Vermeidung von Wiederholungen auf die 
vorstehende Beschreibung verwiesen wird und im Folgenden fur 
entsprechende Bauteile dieselben Bezugszeichen verwendet wer- 
den, die zur' Unterscheidung lediglich durch einen Apostroph 
gekennzeichnet sind . 

Eine Besonderheit dieses Ausf iihrungsbeispiels besteht in der 
einfacheren konstruktiven Gestaltung der in dem Tragerstrom- 
kanal 33 1 eingangsseitig angeordneten dielektrophoretischen 
Elektrodenanordnung 36 ? , welche die in dem Tragerstrom sus- 
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pendierten Partikel in dem Tragerstromkanal 33 1 hintereinan- 
der aufreiht. 

Eine weitere Besonderheit dieses Ausf ahrungsbeispiels besteht 
5 darin, dass in dem Tragerstromkanal 33 ! stromabwarts hinter 
der Elektrodenanordnung 36 f eine hakenformige Elektrodenan- 
ordnung 52 1 angeordnet ist, die entsprechend ihrer Form auch 
als "Hook" bezeichnet wird und die Aufgabe hat, Partikel 
festzuhalten und quasi zu parken. Der genaue Aufbau und die 

10 Funktionsweise der Elektrodenanordnung '52' ist beispielsweise 
in Muller, T. et al.: "Life Cells in Cellprocessors" in Bio- 
world 2-2002 beschrieben, so dass hier auf eine detaillierte 
Beschreibung der Elektrodenanordnung 52 T verzichtet werden 
kann und der Ihhalt der vorstehenden Druckschrift dieser Be- 

15 schreibung in vollem Umfang zuzurechnen ist. 

In dem Tragerstromkanal 33' befindet sich zwischen der Elek- 
trodenanordnung 52 1 und dem dielektrophoretischen Kafig 37 1 
ein Untersuchungsfenster 53 1 , urn die vorstehend bezUglich der 
20 Untersuchungsfenster ROI1 und ROI2 beschriebene Voruntersu- 
chung durchzuftihren. 

Ein weiteres Untersuchungsfenster 54 1 befindet sich hierbei 
in dem dielektrophoretischen Kafig 37 T , so dass in dem di- 
25 elektrophoretischen Kafig 37 1 eine Untersuchung der abge- 
bremsten Partikel durchgefiihrt werden kann. 

Eine weitere Besonderheit dieses Ausf uhrungsbeispiels besteht 
darin, dass in der Ausgangsleitung 34 1 fur die positiv selek- 
30 tierten Partikel eine trichterf ormige Elektrodenanordnung 55' 
angeordnet ist, deren Funktion der Elektrodenanordnung 36 1 
entspricht und welche die Aufgabe hat, die Partikel in der 
Ausgangsleitung 34 1 zu ^entrieren. Dies ist vorteilhaft, da 
die Partikel in der Ausgangsleitung 34 T die Tendenz zum Ab- 
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sinken haben und sich deshalb wandnah ablagern konnen, wo die 
Stromungsgeschwindigkeit gering ist. Die Elektrodenanordnung 
55 1 verhindert eiri derartiges Absinken der Partikel und halt 
die Partikel dadurch in der Mitte der Ausgangsleitung 34 1 , wo 
5 die Stromungsgeschwindigkeit maximal ist. 

Ferner ist zu erwahnen, dass die Elektrodenanordnungen 36 T , 
52 1 sowie der dielektrophoretische Kafig 37 1 in der Trager- 
stromleitung 33 T aufiermittig angeordnet sind. Dies hat zur 

10 Folge, dass die in dem Tragerstrom enthaltenen Partikel nach 
der Freigabe durch den dielektrophoretischen Kafig 37 f auto- 
matisch in die Ausgangsleitung 35" fur negativ selektierte 
Partikel gelangen, wenn die Elektrodenanordnung 38 1 nicht an- 
gesteuert wird. Dies bietet den Vorteil, dass die Elektroden- 

15 anordnung 38' nur selten angesteuert werden muss, wenn in dem f 
Tragerstrom nur wenig Partikel enthalten sind, die positiv 
selektiert werden sollen. 

Das in Figur 7 dargestellte alternative Ausf uhrungsbeispiel 
20 stimmt weitgehend mit dem vorstehend beschriebenen und in Fi- 
gur 6 dargestellten Ausf uhrungsbeispiel uberein, so dass zur 
Vermeidung von Wiederholungen auf die vorstehende Beschrei- 
bung verwiesen wird und im Folgenden fur entsprechende Bau- 
teile dieselben Bezugszeichen verwendet werden, die zur Un- 
25 terscheidung durch zwei Apostrophe gekennzeichnet sind. 

Eine Besonderheit dieses Ausf iihrungsbeispiels besteht darin, 
dass der dielektrophoretische Kafig 37 ,T an der Stelle ange- 
ordnet ist, an der der Tragerstromkanal ' 33 f 1 in die beiden 
30 Ausgangsleitungen 34 35 11 verzweigt. Daruber hinaus sind 
die einzelnen Elektroden des dielektrophoretischen Kafigs 
37 M hierbei getrennt ansteuerbar, so dass der dielektropho- 
retische Kafig 37 T! zwei Funktionen ausfiihren kann, namlich 
zum einen die Funktion eines Kafigs (engl. "Cage") und zum 
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anderen die Funktion eines Schalters (engl. "Switch") bzw, 
einer Weiche* Der dielektrophoretische Kafig 37" kann die 
Partikel in dem Tragerstrom also zum einen fur die Untersu- 
chung in dem Untersuchungsf enster 54" fixieren und die Par- 
5 tikel zum anderen einer der beiden Ausgangsleitungen 34 ", 
35 M zufiihren. 

Der im Rahmen der vorliegenden Beschreibung • verwendete Be- 
griff einer Verzweigungsstelle ist allgemein zu verstehen und 

10 nicht auf den geometrischen Schnittpunkt der Ausgangsleitun- 
gen beschrankt. Es ist vielmehr auch moglich, dass der Kafig 
37 11 bzw. die Weiche stromauf warts vor dem Schnittpunkt der 
Ausgangsleitungen angeordnet ist. Beispielsweise umfasst der 
Begriff einer Verzweigungsstelle auch den sogenannten "Sepa- 

15 ratrix" . Dabei handelt es sich urn die Trennungslinie der la- 
minaren StrSmung in dem Tragerstromkanal. 

Daruber hinaus sind die Elektrodenanordnungen 3 6", 52 der 
Kafig 37 " und die Messstationen 53'V 54" hierbei sowie in 
2 0 den folgenden Ausf iihrungsbeispielen in dem Tragerstromkanal 
33 11 mittig angeordnet- 

Das in Figur 8 dargestellte Ausf uhrungsbeispiel stimmt weit- 
gehend mit dem vorstehend beschriebenen und in Figur 7 darge- 
25 stellten Ausf uhrungsbeispiel tiberein, so dass zur Vermeidung 
von Wiederholungen auf die vorstehende Beschreibung verwiesen 
wird und im Folgenden fur entsprechende Bauteile dieselben 
Bezugszeichen verwendet werden, die jedoch zur Unterscheidung 
durch drei Apostrophe gekennzeichnet sind, 

30 

Eine Besonderheit dieses Ausf uhrungsbeispiels besteht in der 
konstruktiven Gestaltung des dielektrophoretischen Kafigs 
37 Mf , der hier nur aus sechs raumlich angeordneten Elektroden 
besteht, wobei die einzelnen Elektroden getrennt ansteuerbar 
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sind, damit der Kafig 37 wahlweise als Schalter bzw. Weiche 
Oder als Kafig fungieren kann. 

Figur 9 zeigt schlieiilich ein weiteres Ausfiihrungsbeispiel 
5 einer moglichen Anordnung in einem Sortierchip. Hierbei mun- 
den zwei Tragerstromleitungen 56, 57 in' eine gemeinsame Tra- 
gerstromleitung 58, wobei uber die beiden Tragerstromleitun- 
gen 56, 57 jeweils suspendierte Partikel zugeftihrt werden. 

10 In den beiden Tragerstromleitungen 56, 57 ist jeweils eine 

trichterformige Elektrodenanordnung .59, 60 angeordnet, urn die 
in den Tragerstroraen der beiden Tragerstromleitungen 5 6, 57 
enthaltenen Partikel zu zentrieren. 

15 In dem gemeinsamen Tragerstromkanal 58 befindet sich strom- 
auf warts an der Mundungss telle der beiden Tragerstromleitun- 
gen 56, 57 eine Trennwand 61, so dass die in den Tragerstro- 
men der beiden Tragerstromleitungen 5 6, 57 suspendierten Par- 
tikel in der Tragerstromleitung 58 zunachst parallel neben- 

20 einander uhd getrennt voneinander gefuhrt werden. 

Im Bereich der Trennwand 61 befinden sich in der Tragerstrom- 
leitung 58 zwei Untersuchungsf enster 62 r 63 r urn die suspen- 
dierten Partikel wahrend des Vorbeistromens einer Voruntersu- 
25 chung zu unterziehen, wobei die Voruntersuchung beispielswei- 
se in der vorstehend zu Figur 2 beschriebenen Weise folgen 
kann. 

Stromabw&rts hint er den beiden Untersuchungsf enstern 62, 63 
30 befindet sich in der Tragerstromleitung 58 eine trichterfor- 
mige Elektrodenanordnung 64, weiche 'die in den beiden Teil- 
stromen beiderseits der Trennwand 61 suspendierten Partikel 
zentriert und einem dielektrophoretischen Kafig 65 zuftihrt, 
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der die Partikel fur eine Untersuchung in einem weiteren Un- 
tersuchungsf enster 66 fixieren kann. 

Stromabwarts hinter. dem dielektrophoretischen Kaf ig .65 bef in- 
5 det sich eine weitere Elektrodenanordnung 67, welche die in 
dem Tragerstroiri suspendierten Partikeln nach der Freigabe 
durch den Kafig' 65 in Abh&ngigkeit von dem Ergebnis der Un- 
tersuchung in dem Untersuchungsf enster 66 einer von drei Aus- 
gangsleitungen 68, 69, 70 zufuhrt. Die Ausgangsleitungen 68, 

10 70 dienen hierbei zur Abfuhrung der negativ selektierten Par- 
tikel, wahrend die Ausgangsleitung 69 der Weiterf uhrung der 
positiv selektierten Partikel dient. Die Elektrodenanordnung 
67 muss also aktiv angesteuert werden, wenn Partikel in die 
Ausgangsleitungen 68, 7 0 fur die negativ selektierten Parti- 

15 kel befordert werden sollen, wohingegen. keine Ansteuerung fur 
die positiv selektierten Partikel erfolgt. Diese Anordnung 
eignet sich deshalb besonders bei solchen Untersuchungen, bei 
denen nur wenige Partikel negativ selektiert werden. 

20 Die Erfindung ist nicht auf die vorstehend beschriebenen be- 

•» 

vorzugten Ausf iihrungsbeispiele beschrankt. Vielmehr ist eine 
Vielzahl von Varianten und Abwandlungen moglich, die eben- 
falls von dem Erf indungsgedanken Gebrauch machen und deshalb 
in den Schutzbereich fallen. 

25 
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Patentanspriiche 

1. Untersuchungsverfahren fiir Partikel (48, 49), insbespnde- 
re fur biologische Partikel (48, 49), mit den" folgenden 
Schritten: 

- Einbringung der zu untersuchenden Partikel (48, 4 9) min- 
destens in einen Tragerstrom, 

- Durchfiihrung mindestens einer ersten Untersuchung der sich 
mit dem Tragerstrom bewegenden Partikel (48, 49) , 

- Selektion mindestens eihes Partikels (48, 49) in Abhangig- 
keit von dem Ergebnis der ersten Untersuchung, 

- Abbremsen des selektierten Partikels .(48, 49), 

- Durchfuhrung mindestens einer zweiteri Untersuchung des se- 
lektierten Partikels (48, 49) im abgebremsten Zustand. 

2. Untersuchungsverfahren nach Anspruch 1, dadurch. gekenn- 
zeiahnet, dass der selektierte Partikel (48, 49) in Abhangig- 
keit von dem- Ergebnis der zweiten Untersuchung . sortiert 
und/oder behandelt wird. 

3. untersuchungsverfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet: , dass im Rahmen der ersten Untersuchung 
und/oder im Rahmen der zweiten Untersuchung eine Durchlicht- 
messung und/oder eine Fluoreszenzmessung erfolgt. 

4. untersuchungsverfahren nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Durchlichtmessung in einem ersten Untersu- 
chungsfenster (R0I1) und die Fluoreszenzmessung in einem 
zweiten Untersuchungsf enster (R0I2) durchgefuhrt wird, wobei 
die beiden Untersuchungsf enster (R0I1, ROI2) raumlich vonein- 
ander getrennt sind. 
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5. Untersuchungsverfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekexmzeichnefc, dass im Rahmen der ersten 
Untersuchung mindestens. ein optisches Bild der Partikel (48, 
4 9) auf genoimmen wird. 

6. Untersuchungsverfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, dass im Rahmen der ersten 
Untersuchung eine elektrische und/oder elektromagnetische A- 
nalyse durchgefuhrt wird. 

7. Untersuchungsverfahren nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass im Rahmen der ersten Untersuchung eine Impe- 
danzanalyse durchgefiihrt wird, 

8 . Untersuchungsverfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet f dass die Partikel (48, 49) 
bei der ersten Untersuchung und/oder bei der zweiten Untersu- 
chung morphologisch und/oder hinsichtlich ihrer GroIJe unter- 
sucht werden, 

,9. Untersuchungsverfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzexchnet , dass bei der ersten Untersu- 
chung uberpruft wird, ob die Partikel (48, 49) in dem Tr&ger- 
strom jeweils aus einer einzelnen biologischen Zelle oder aus 
mehreren biologischen Zellen bestehen, wobei solche Partikel 
(48, 4 9) fur die zweite Untersuchung selektiert werden, die 
aus einer einzigen biologischen Zelle bestehen. 

10. Untersuchungsverfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, dass bei der ersten Untersu- 
chung uberpruft wird, ob die Partikel (48, 49) in dem Trager- 
strom lebende Zellen (48) oder tote Zellen (49) sind. 
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11. Untersuchungsverfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass im Rahmen der ersten Untersuchung .eine Durch- 
lichtmessung der Partikel (48, 49) erfolgt, wobei ein opti- 
sches Bild der Partikel (48, 49) aufgenommen und die Intensi- 
tatsverteilung (50, 51) in dem Bild der Partikel (48, 49) 
ausgewertet wird. 

12. -Untersuchungsverfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch. gekennzeichnet, dass bei der ersten Untersu- 
chung durch eine Fluoreszenzmessung uberprttft wird, ob die 
Partikel (48, 49) in dem Tr&gerstrom eine bestimmte Schwelle 
fur einen Fluoreszenzmarker iiberschreiten . 

13. Untersuchungsverfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, dass der durch die erste Un- 
tersuchung selektierte Partikel (48, 49) zura Abbremsen in ei- 
nem Feldkafig (37, 37 1 , 37 37 T ", 65) fixiert und/oder der 
Tragerstrom verlangsamt wird. 

14. Untersuchungseinrichtung zur Untersuchung von Partikeln 
(48, 49), insbesondere von biologischen Partikeln (48, 4 9), 
mit 

- einem Trager stromkanal (33, 33V 33", 33'", 58) zur Auf- 
nahme eines Tragerstroms mit den darin suspendierten Par- 
tikeln (48, 49), 

- einer ersten Messstation (ROI1, R0I2, 53', 53", 53"', 62, 
63) zur Durchfiihrung einer ersten Untersuchung der sich 
mit dem Tragerstrom bewegenden Partikel (48, 49), 

- einer Selektionseinheit (37, 37', 37", 37'", 65) zur Se- 
lektion von Partikeln in Abhangigkeit von dem Ergebnis der 
ersten Untersuchung, 

wobei die Selektionseinheit (37, 37', 37", 37'", 65) eine ■ 
Bremseinrichtung (37, 37', 37", 37'", 65) zum Abbremsen 
der selektierten Partikel (48, 49) aufweist, 
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- sowie mit einer zweiten Messstation (UF, 54', 54 M , 54 rM , 
66) zur Durchfuhrung einer zweiten Untersuchung der selek- 
tierten Partikel (48, 49) im abgebremsten Zustand. 

5 15. Untersuchungseinrichtung nach Anspruch 14, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die zweite Messstation (UF, 54', 54 Tf , 
54™, 66) stromabwarts hinter der ersten Messstation (R0I1, 
ROI2, 53 ! , 53 M , 53™ ) angeordnet ist. 

10 16. Untersuchungseinrichtung nach Anspruch 14 oder 15, da- 
durch gekennzeichnet, dass .stromabwarts hinter der zweiten 
Messstation (UF, 54 \ 54 M , 54'", 66) eine Behandlungseinrich- 
tung und/oder eine Sortiereinrichtung (38, 38', 67) angeord- 
net ist, urn die selektierten Partikel (48, 49) in AbhSngig- 

15 keit von dem Ergebnis der ersten und/oder der zweiten Unter- 
suchung zu behandeln und/oder zu sortieren. 

17. Untersuchungseinrichtung nach Anspruch 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der Tragerstromkanal (33, 33', 33 M , 33"', 

20 58) stromabwarts hinter der zweiten Messstation (UF, 54', 

54", 54™, 66) in mindestens zwei StrSmungskanale (34, 34', 
34", 34 "', 35, 35 ', 35 fr , 35'") verzweigt ist, wobei die Sor- 
tiereinrichtung (38, 38 37", 37'") im Ver zweigungsbereich 
des Tragerstromkanals (33, 33', 33", 33'", 58) angeordnet 

25 ist. 

18. Untersuchungseinrichtung nach Anspruch 17, dadurch ge~ 
kennzexchnet:, dass die Sortiereinrichtung (38) eine die- 
lektrische Weiche aufweist, die im Verzweigungsbereich des 

30 Tragerstromkanals (33, 33 \ 33", 33"', 58) angeordnet ist. 



19. Untersuchungseinrichtung nach Anspruch 17 oder 18, da- 
durch gekennzeichnet, dass im Verzweigungsbereich des Trager- 
stromkanals (33, 33', 33 33™, 58) eine Stromungsleitein- 
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richtung (3 9) angeordnet ist, um eine Ruckstromung des Tra- 
gerstroms und/oder der Partikel (48 , 49) von einem der beiden 
Stromungskanale (34, 35) in den anderen Stromungskanal (34 , 
35) zu verhindern. 

5 

20. Untersuchungseinrichtung nach Anspruch 19, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Stromungsleiteinrichtung (39) eine E- 
lektrode auf weist * 

10 21* 'Untersuchungseinrichtung nach Anspruch 20, dadurch ge- 

kennzeichnet, dass die Elektrode der StrSmungsleiteinrichtung 
(30) im wesentlichen v-formig ausgebildet ist und zwei Schen- 
kel auf weist, die sich im wesentlichen in Richtung der beiden 
abzweigenden Str5mungskanale (34, 35) erstrecken. 

15 

22, Untersuchungseinrichtung nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnefc, dass die Bremseinrichtung 
(37, 37', 37 r V 37™, 65) einen dielektrischen Kafig aufweist. 

20 23, Untersuchungseinrichtung nach einem der vorhergehenden 

Anspruche, dadurch gekennzeichnefc , dass in dem Tragerstromka- 
nal (33, 33 \ 33 M , 33™, 58) stromauf warts vor der ersten 
Messstation (ROIl, ROI2) Fokussierelektroden (36) angeordnet 
sind. 

25 

24. Untersuchungseinrichtung nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet , dass die erste Messstation 

(ROIl, ROI2, 53 r , 53 M , 53 I,T , 62, 63) und/oder die zweite 
Messstation (UF, 54 1 , 54 54™) zur Aufnahme eines Bildes 
30 eine Optik (44) aufweist. 

25, Untersuchungseinrichtung nach Anspruch 24, dadurch ge- 
kennzeichnefc, dass die Optik (44) beweglich ist, um das Bild 



36 



zumindest entlang des Tragerstromkanals (33, 33 r , 33 M , 33 fM , 
58) zu verschieben. 

26. Untersuchungseinrichtung nach Anspruch 25, dadurch ge- 
5 kennzeichnet, dass die Optik (44) zur Bildverschiebung mit 

einem elektro-mechanischen Stellglied (45) yerbunden 1st. 

27. Verwendung einer Untersuchungseinrichtung nach einem der 
Ansprliche 14 bis 2 6 in der medizinischen und/oder pharmazeu- 

10 tischen Forschung und/oder in der Diagnostik und/oder in der 
forensischen Medizin. 

28. Verwendung einer Untersuchungseinrichtung nach einem der 
Ansprtiche 14 bis 26. zur Separation verschiedener Zelltypen 

15 voneinander, wie insbesondere apoptischer und nekrotischer 
Zellen, Zellen mit unterschiedlichen Expressionsmustern 
und/oder Stammzellen. 

-k * * -k 



37 



16059/PCT 

Zusammenfas sung 

5 

Die Erfindung betrif ft ein Untersuchungsverf ahren fur biolo- 
gische Partikel, insbesondere zur Ausfuhrung in einem Zell- 
sortierer, mit den folgenden. Schritten: Einbringung der zu 
- untersuchenden Partikel in einen Tragerstrom, Durchfuhrung 

10 einer ersten Untersuchung der sich mit dem Tragerstrom bewe- 
genden Partikel, Selektion mindestens eines Partikels in Ab- 
hangigkeit von dem Ergebnis der ersten Untersuchung, Abbrem- 
sen des selektierten Partikels, Durchfuhrung einer zweiten 
Untersuchung des selektierten Partikels im abgebremsten Zu- 

15 stand. Weiterhin umfasst die Erfindung eine ent sprechende Un~ 
tersuchungseinrichtung . 

(Figur 1) 
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Spulung der Tragerstromleitungen und 
der Hullstromleitungen 

mit 70% Ethanol 



Spulung der Tragerstromleitungen und 
der Hullstromleitungen 
mit Aqua destillata 



Spulung der Tragerstromleitungen und 
der Hullstromleitungen 
mit Pufferlosung 



Einspritzung des Tragerstroms | 



Pumpen des Hiillstroms 



Einspritzung der Partikel in den 
Tragerstrom am Injektor 



Aufreihung der Partikel im 
Tragerstrom durch den Trichter 
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( Figur 5a J 

, i 

Erfassung mehrerer 
Phasenkontrastbilder Bl,...,Bn in der 
"Region of Interest 1" 

{ 

Ermittlung von Intensitatssignalen H,...,In 
durch spaltenweise 
Integration der Intensitatder 
Phasenkontrastbilder Bi,...,Bn 

Berechnung der 
Kreuzkorrelationsfunktion q>i(ij, lj+l,x) 

fur zeitlich aufeinanderfolgende 
Intensitatssignale li und miti=1,... ) n-1 

l 

Berechnung der Maxima cpi,MAX der 
Kreuzkorrelationsfunktionen cpi(x) in Ab- 
hangigkeit von der Verschiebung x 
in Tragerstromrichtung 

I 

Berechnung derZellgeschwindigkeit v 
v= cpi,MAX/At 

I I 

Bestimmung des Fangzeitpunkts tF fur 

den Kafig in Abhangigkeit von 
der Zellgeschwindigkeit v 

Berechnung des Partikelabstands dp 
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Q Figur 5c ^ 
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Q Figur5b J 



Erkennung von Zellen durch 
Ermittiung von Zellrandpunkten 
XL, xr mit 1(xl)=ITH und l(xR)=lTH 



Liegt zwischen xl und xr 
ein Intensitatsminimum und 
ist Intensitat richtig? 



Zelle zwischen 
xl und xr ist tot 



Zelle zwischen 
XL und XR ist vital 



FIG 5c 
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Q Figur5d ^ 
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Figur 5c 



Ermittlung der Leuchtdichte L der Zelle 
durch Aufintegration der Intensity 

L= Ji(x)dx 




Ausschalten der 
Durchlichtbeleuchtung und Einschalten 
der Fluoreszenzanregung 
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Aufnahme eines F 
der "Region 
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uoreszenzbildes in 
of Interest 2" 
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Messung der Fluoreszenz If der Zelle 




Zelle tragt keinen 
Fluoreszenzmarker 



Zelle tragt 
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